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青鳉抗病毒感染过程的负调控因子 jun 的鉴定

王志１,潘启华１,２,陆可１,罗君志１,
夏必琳１,姜正正１,申萍１,刘红１,陈天圣１,２

１．华中农业大学水产学院/农业农村部淡水生物繁育重点实验室,武汉４３００７０;

２．集美大学水产学院/农业农村部东海海水健康养殖重点实验室,厦门３６１０２１

摘要　Jun(JunprotoＧoncogene,APＧ１transcriptionfactorsubunit)为组成转录因子 APＧ１的亚单位或亚家族

成员,参与机体的免疫应答.为了进一步了解jun基因在鱼类抗病毒天然免疫方面的功能,以日本青鳉为研究

对象,采用CRISPR/Cas９介导的基因编辑技术获得jun 缺失的纯合子突变体品系,并对其在神经坏死病毒

(nervousnecrosisvirus,NNV)感染过程中的特征展开研究.基因克隆结果显示,野生型日本青鳉的jun 基因编

码区全长９２１bp,共编码３０６个氨基酸,含有 N端的Jun超家族结构域和 C端的bZIP超家族结构域,并在眼、

脑、鳃、心脏、头肾、卵巢、精巢、肝脏、脾脏９个检测的组织中均有较高的表达.突变体jun－/－ 在基因组减少了

１２４bp,而蛋白只剩下５９个氨基酸的 N端序列,缺失了Jun超家族结构域和bZIP结构域.病毒感染实验结果

显示,jun－/－ 仔鱼对于神经坏死病毒(nervousnecrosisvirus,NNV)的耐受能力相对野生型仔鱼有所提升;

jun－/－ 成鱼眼、脑、鳃和肌肉组织内的病毒相对含量都显著低于野生型.进一步的 qRTＧPCR 结果显示,在

jun－/－ 青鳉中,fosl１的表达极显著下调,tbk１的表达降低,而irf３的表达极显著上调.以上结果表明,jun 缺

失能增强青鳉耐受 NNV病毒的能力,jun基因可能是一个青鳉抗病毒信号通路的负调控因子.
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　　 宿 主 的 原 癌 基 因jun(JunprotoＧoncogene,

APＧ１transcriptionfactorsubunit)是一类表达广

泛、多功能的转录调节因子,不仅和癌症、血管生成

息息相关,也参与了机体的免疫调节和病毒的感染

过程[１Ｇ２].Jun属于转录因子激活剂蛋白Ⅰ(activaＧ
tedprotein１,APＧ１)的亚族[１],包含３个重要的蛋

白结构域:Delta结构域、反式激活结构域和 DNA
结合与二聚化结构域[２].研究发现JUN 能被JNK
(cＧJunNＧterminalkinase)磷酸化激活,并与JUND
(JunD protoＧoncogene,APＧ１transcriptionfactor
subunit)在肾上腺髓质素反应中二聚化形成 APＧ１
参与到肿瘤的进程中[３].

研究表明 Jun 参与病 毒 相 关 的 免 疫 调 节 通

路[４Ｇ６].例如,在牛痘病毒(vacciniavirus,VACV)
侵染鼠胚胎纤维母细胞的实验中,病毒激活Jun 的

表达,从而促进病毒早期复制,加速病毒的扩散[７].
凡纳滨对虾(Litopenaeusvannamei)jun 对具有先

天性免疫功能的血蓝蛋白的转录调节至关重要[８];
此外,Jun能结合到凡纳滨对虾基质金属蛋白酶

mmpＧ２(matrix metalloproteinaseＧ２)启动子上,激

活 mmpＧ２的表达,而 mmpＧ２又与许多的抗菌肽活

性相关[９].在红唇胭脂鱼 (Lizahaematocheila)
中,jun 和fos都能调节apＧ１的启动子进而对免疫

反应发挥重要作用[１０].在斜带石斑鱼(EpinepheＧ
luscoioides)的 GS细胞实验中,过表达突变型jun
后,病毒的转录水平降低的同时细胞病变效应出现

延迟[１１].在禽类成纤维母细胞中,宿主和病毒编码

的高致癌性蛋白JUN(VＧJUN)因具备分子的同源

性,成为病毒复制过程中的重要媒介[１２].以上文献

表明,jun 是宿主抗病毒信号通路中潜在的负反馈
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因子,可能是鱼类分子抗病育种中的一个候选因子,
需要进一步进行验证.

日本青鳉(Oryziaslatipes)是一种生殖周期

短、便于实验室养殖、具有公开的基因组、容易开展

基因编辑育种的模式鱼类,对其基因的功能分析有

助于养殖鱼类的基因功能验证[１３].为了进一步了

解jun 基因在鱼类抗病毒天然免疫方面的功能,本
研究以日本青鳉为研究对象,采用 CRISPR/Cas９
介导的基因编辑技术获得jun 缺失的纯合子突变

体品系,并对其在神经坏死病毒(nervousnecrosis
virus,NNV)感染过程中的特征展开研究,以期为养

殖鱼类的抗病育种提供理论依据.

1　材料与方法

1.1　材　料

日本青鳉为华中农业大学水产学院模式鱼类繁

育实验室饲养的 HdrR品系,养殖在水温２８℃、光
照周期明∶暗为１４h∶１０h的循环水系统中[１４].
性成熟的青鳉通过自然繁殖的方式获得后代,胚胎

放置于培养液中,在２８℃培养箱孵育[１３].实验动

物处理按照华中农业大学科学伦理委员会批准的规

程进行.
1.2　 jun 编码序列的鉴定

在 NCBI上下载预测的青鳉juncDNA 序列

(geneID:LOC１０１１７３０１１),设计扩增编码区(codＧ
ingsequence,CDS)的引物(表１).选择表达量高的

性腺,采用RNAisoPlus试剂盒提取总 RNA,使用

PrimeScriptTM RTReagentKitwithgDNAEraser
反转录试剂盒 (TaKaRa,日本)经过反转录获得

cDNA.采用 Q５高保真的 DNA 聚合酶(BioLabs,
美国)进行PCR扩增获得jun 的CDS序列,反应条

件为９４℃３min;３５个循环:９４℃３０s,６０℃３０s,

７２℃６０s;最后７２℃延伸１０min.随后将扩增的

PCR产物进行１％琼脂糖凝胶电泳,确定大小正确

后,回收目的片段连接到pMD１８ＧT(TaKaRa,日本)
载体,连接产物转化到DH５α感受态细胞中,送阳性

克隆至武汉擎科生物有限公司测序.
1.3　Jun 系统进化树的构建

在 NCBI网站下载人、鼠、猪、斑马鱼和青鳉的

Jun和同家族Junb、Jund的序列,通过 MEGA７中

的 ClustalW 方法进行蛋白 的 多 序 列 比 对,使 用

NeighborＧjoining方法构建系统进化树,Bootstrap
method参数设置为１０００.

1.4　 jun 的表达模式分析

提取野生型青鳉成鱼的眼、脑、鳃、心脏、头肾、
卵巢、精巢、肝脏、脾脏９个组织的总 RNA,反转录

获得 各 个 组 织 的 cDNA.设 计 引 物jun RTＧF/

RTＧR(表１),通过半定量 PCR 检测基因在各个组

织表达,以βＧactin 基因作为内参.PCR 反应条件

为:９５℃变性３０s,６０℃退火３０s,７２℃,２５个循

环,延伸１０s,２５个循环.PCR 产物在２％琼脂糖

凝胶上分离.
1.5　 jun 突变体的构建

根据 NCBI上的日本青鳉jun 基因序列,在网

站https://cctop．cos．uniＧheidelberg．de:８０４３/上设

计合适的敲除靶位点,选择分值高且脱靶风险小的

靶点junsg１/sg２F(表１).在靶序列５′端前加T７
启动子序列,在３′端加sgRNAscaffold引物扩增序

列,具体的sgRNA(singleguideRNA)的上游引物

为:５′TGTAATACGACTCACTATAGGＧ(gRNA
２０nt)ＧGTTTTAGAGCTAGAAAT３′,下游引物

为来自模板pMD１９TＧsgRNA的通用引物gRNAＧR
(表１)[１４],引物由武汉擎科生物技术有限公司合

成.以pMD１９TＧsgRNA 为模板用 PCR 扩增出双

链的sgRNA,反应条件如下:９５℃３０s;９５℃５s,

６０℃３０s,７２℃１０s,３４个循环,然后使用T７转录

试 剂 盒 (mMESSAGE mMACHINETM T７tranＧ
scriptionkit,Thermofisher)转录出sgRNA,并使用

氯化锂沉淀法纯化回收sgRNA.Cas９mRNA 按

照文献纯化制备,将 Cas９(３００ng/μL)和sgRNA
(５０ng/μL)的混合液注射到 １ 细胞期的青鳉胚

胎[１５].在胚胎发育 ４d 后提取注射的部分胚胎

DNA,使用检测引物jun DF/DR(表１)PCR 扩增

jun 的靶位点片段,突变型的PCR产物与野生型的

相比明显变短.将注射的F０胚胎养至成鱼.然后

通过尾鳍检测PCR产物来筛选F０突变成鱼,将突

变体F０代成鱼与野生型杂交,获得 F１代突变体.
将F１代养至成鱼,再通过单克隆测序筛选出F１代

中突变一致的类型进行自交得到的F２代并养至成

鱼,通过PCR筛选出F２代中的纯合子突变体,并将

突变的纯合子繁殖扩大以供后续实验使用.
1.6　突变体 jun— /—Δ124 仔鱼和成鱼 NNV 攻毒实

验和病毒定量分析

　　收取野生型青鳉胚胎,待仔鱼孵化出膜３d后,
每组１５ 尾放入 ３５ mm 培养皿中加入总体积为

４mL的胚胎培养液.设置０、２、１０、５０、１００、２００μL

３５１
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表１　实验所用引物

Table１　Primersusedintheexperiment

引物

Primer
序列 (５′→３′)

Sequence
目的片段大小/bp

Size
基因序列号

Accessionnumber

junCDSF ATGTCTAGAAAAATGGAAGC
９１８

LOC１０１１７３０１１

junCDSR GTAGCCTTGGAGCTGCTGTG

junRTF GACGCCTCGAACTCGCAGA
１３３

junRTR TGTCCAGAGCCTTCGAGCTGA

junDF AAATGGAAGCGACTTTTTACGA
４７７

junDR GGCTGAAAGTGGCTAAGTTTGT

junsg１F ATCCTGACGTCGCCCGATGTGGG

junsg２F GGACAGACAGTTGCTACCGGCGG
gRNAR AAAAGCACCGACTCGGTGCC
junqRTＧF CCACCCCGACCCAGTTCGT １７１
junqRTＧR GAATCCCGCCGCTCTCACACC
NNVRNA２qRTＧF AAATGGTGGGAAAGCAGAACA

１６７ MN１０５０７６．１
NNVRNA２qRTＧR CGAACACTCCAGCGACACA
fosl１qRTＧF ACTTCGACCACGCAACAGG

１９２ XM_０１１４７９９８７
fosl１qRTＧR CTGTGGACCCATCGCCCTC
tbk１qRTＧF GCATCGGCGTTACCTTCTACCAC

１５６ XM_０２３９５２３１５
tbk１qRTＧR CAATCTTGCCGTTTTCGCTCT
irf３qRTＧF TCGACTCTGAAGCAGGAATCACA

１５１ XM_０１１４８８０６８
irf３qRTＧR TCAGGCAACCCAGTTTCACCG
βＧactinqRTＧF TATCATTCGCCTGAAACCGAT

１１４ NM_００１１０４８０８．１
βＧactinqRTＧR CTTTGCACATGCCAGATCCG

神经坏死病毒进行病毒浓度梯度的预实验,以确定

半致死病毒剂量.实验中的 NNV是笔者所在实验

室从患病石斑鱼分离获得的,采用 RGNNV 的保守

引物经过PCR扩增全长后测序,序列确定为 RGNＧ
NV,其包含２条 RNA 链,分别为 RNA１(２．９kb,

NCBI序列号 MZ０５３４６１)和 RNA２(１．４kb,NCBI
序列号 MN１０５０７６．１),将病毒在石斑鱼 GE细胞中

扩增后保存于－８０℃(未发表).
参考预实验数据对仔鱼进行病毒感染实验.试

验设置空白对照组(野生青鳉仔鱼不加 NNV)、对
照组(野生青鳉仔鱼加 NNV)和实验组(jun－/－

Δ１２４突变体仔鱼加 NNV).对照组和实验组均加

入１００μLNNV,每隔１２h观察记录每组的死亡

数,实验共重复７次,最后绘制对照组和处理组的

死亡曲线.
对成鱼进行病毒感染实验时,使用微量注射器

从野生型(对照组)和突变体成鱼(实验组)的泄殖孔

向腹腔内注射２５μLNNV,每组注射１０尾,感染２
周后取样.由于 NNV主要攻击神经组织密集的脑

和眼组织,提取脑、眼、鳃和肌肉４个组织 RNA,通
过qRTＧPCR检测jun－/－Δ１２４和野生型各组织中

NNV病毒的相对复制量(表１).

1.7　 jun— /—Δ124 相对于野生型在不同条件下干扰

素相关基因的表达

　　设计与干扰素通路相关的４个基因jun、fosl１
(FOSＧlikeantigen１)、tbk１(TANKＧbindingkinase
１)、irf３(interferonregulatoryfactor３)的 qRTＧ
PCR引物(表１),检测在 NNV病毒诱导下,jun－/－

Δ１２４和野生型的个体中各基因的表达.实验对象

为孵化出膜３d的仔鱼,共设置４组.即野生对照

组(野生青鳉仔鱼不加 NNV诱导)、野生实验组(野
生青鳉仔鱼加 NNV 诱导)、突变体对照组(突变体

青鳉仔鱼不加 NNV诱导)和突变体实验组(突变体

青鳉仔鱼加 NNV诱导).每组１０尾鱼,NNV 诱导

剂量为１００μL.病毒诱导４d后取样,用qRTＧPCR
检测４组样品中各基因的表达.

每组各取３尾鱼进行检测,同时设置阴性空白

对照.使用βＧactin 作为内参基因,基因的相对表达

量采用２－△△Ct法进行计算.
1.8　统计学分析

试验数据均用“平均值±标准差”表示,并用

GraphPadPrism５软件tＧtests中的TwoＧtailed对实验

结果进行统计学分析,显著性差异设为∗P＜０．０５,

∗∗P＜０．０１,∗∗∗P＜０．００１,∗∗∗∗P＜０．０００１.

４５１
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2　结果与分析

2.1　青鳉 jun 基因的 CDS 序列

采用高保真DNA聚合酶,使用表１中的引物,

PCR扩增后得到目的条带约为１０００bp的junCDS

片段,克隆到T载体后,对目的条带进行测序.测序

获得的青鳉jun的CDS由起始密码(ATG)到终止子

(TAG)全长为９２１bp,共编码３０６个氨基酸(amino
acid,aa),包括N端(５~２０９aa)的Jun超家族结构域

和C端(２３０~２９０aa)的bZIP超家族结构域(图１).

　junCDS序列和对应的蛋白序列,扩增引物用下划线标注,红色碱基为gRNA序列,灰色为Jun超家族结构域;黄色为bZIP结构域.The

junCDSsequenceandthededucedproteinsequences:underline:amplifiedprimers;redbases:gRNAsequences;gray:JunＧliketranscription

factordomain;yellow:bZIPdomain．

图１　青鳉jun的CDS和蛋白序列

Fig．１　CDSandproteinsequenceofmedakajungene
2.2　Jun 的系统进化关系

通过系统进化分析可以看出,Jun、Junb和Jund
在各支内都表现为硬骨鱼纲的青鳉和斑马鱼亲缘关

系更近,而哺乳纲的人、鼠、猪亲缘关系更近(图２).
2.3　 jun 表达模式

以βＧactin 为内参,对眼、脑、鳃、心脏、头肾、卵
巢、精巢、肝脏、脾脏９个组织内jun 的基因表达进

行半定量PCR检测,发现其在所检测的９个组织中

都表现出较高的表达水平,检测结果如图３所示.
2.4　 jun 突变体品系构建

通过显微注射将合成好的靶点 sgRNA１(５′
ATCCTGACGTCGCCCGATGT３′)/sgRNA２ (５′
GGACAGACAGTTGCTACCGG３′)和Cas９mRNA
共注射到早期胚胎,经过F０代突变体亲本筛选、F１
代同种突变类型杂合子单克隆筛选和F２代纯合子突

变体筛选,获得了jun缺失１２４个碱基的纯合子的突

变体品系(MT:jun－/－Δ１２４).对该突变体品系的

DNA和蛋白结构进行预测(图４),发现突变体蛋白缺

失了Jun家族结构域和bZIP结构域,在第５９个氨基

酸处出现翻译终止,为有效的突变类型.

2.5　 jun— /—Δ124 仔鱼和成鱼的 NNV 病毒攻毒

结果

　　根据最终获得的死亡曲线(图５A)可以看出

jun－/－Δ１２４突变体品系相对于野生型具有明显的

抗病毒效果.仔鱼死亡的判别依据:躯体明显腐坏

呈骨架状或肿大,仔鱼眼睛明显肿大且眼间距增大,

仔鱼的尾部明显弯曲,鳔点消失(图５B).另外,在

成鱼的病毒感染实验中,在突变体的眼(图５C)、脑

(图５D)、鳃 (图 ５E)和 肌 肉 (图 ５F)中 NNV 的

RNA２基因的表达明显低于野生对照组.这说明

jun－/－Δ１２４突变体的 NNV病毒量较少,因此突变

体相较于野生型对 NNV更为耐受.
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图２　３个Jun家族的系统进化树

Fig．２　PhylogenetictreeanalysisofthreeJunfamilies

图３　青鳉组织中jun的表达模式

Fig．３　Expressionpatternofjuninvariousmedakatissues

　A．青鳉jun;B．突变体jun－/－Δ１２４的筛选过程,红色为纯合子突变体;C．突变体的序列对比,红色为缺失１２４bp突变体;D．青鳉野生型和

突变型jun－/－Δ１２４的蛋白结构域.A．Themedakajungene;B．PCRscreeningresultofmutantjun－/－Δ１２４,－１２４bpmutantwerelaＧ
beledbyredcolor;C．SequencecomparisonofWTandmutants,jun－/－Δ１２４asindicatedbyredarrow;D．TheproteindomainofwildＧtype
(WT)andjun－/－Δ１２４(MT)．

图４　青鳉jun基因敲除后DNA和蛋白结构域的对比

Fig．４　ComparisonofDNAandproteindomainsafterknockoutofmedakajungene
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　A．攻毒期间仔鱼的存活率;B．从 NNV处理开始经历８．５d三组仔鱼的存活情况,死亡的仔鱼用红色箭头标出;CＧF．NNV 病毒RNA２基

因在眼、脑、鳃和肌肉中的表达.误差线表示平均值±标准偏差,∗∗∗∗P＜０．０００１.A．Survivalrateoflarvaeduringchallenge;B．After

８．５dfrom NNVtreatment,thesurvivaloflarvaeinthethreegroups,deadlarvaeweremarkedwithredarrows;CＧF．ExpressionofRNA２

geneofNNVvirusineye,brain,gillandmuscle．Theerrorlinerepresentsthemean±standarddeviation,∗∗∗∗P＜０．０００１．

图５　jun－/－Δ１２４青鳉仔鱼和成鱼的NNV病毒感染实验

Fig．５　NNVinfectionexperimentofjun－/－Δ１２４medakalarvaeandadultfish

2.6　 jun— /—Δ124 干扰素相关基因的表达

通过 qRTＧPCR 检 测 干 扰 素 相 关 基 因jun、

fosl１、tbk１、irf３在 NNV 诱导下的野生型和突变

体内的表达情况,发现在病毒诱导后,野生型内的相

关基因表达都有不同程度的上调,说明这些基因参

与了抗病毒免疫反应.jun 在jun－/－Δ１２４突变体

中的表达极显著降低(P＜０．０００１)(图６A),说明

jun 的表达在突变体内受阻;在无病毒诱导情况下,

jun－/－Δ１２４突变体中fosl１的表达相对于野生型

有极显著增高(P＜０．００１),但在病毒诱导下相对于

野生 型 的 表 达 极 显 著 降 低 (P ＜０．０００１),而 在

jun－/－Δ１２４突变体中fosl１的表达在病毒诱导或

不诱导下均没有显著差异(图６B);在无病毒诱导

下,tbk１在jun－/－Δ１２４突变体中的表达相对于野

　AＧD．NNV诱导下jun、fols１、tbk１、irf３在jun－/－ Δ１２４和野生型中的相对表达.误差线表示平均值 ± 标准偏差,∗ P＜０．０５,

∗∗∗P＜０．００１,∗∗∗∗P＜０．０００１.AＧD．Relativeexpressionofjun、fosl１、tbk１、irf３injun－/－Δ１２４andWTinducedbyNNV．Error

barsrepresentmean±SD．∗ P＜０．０５,∗∗∗P＜０．００１,∗∗∗∗P＜０．０００１．

图６　NNV诱导后野生型和jun－/－Δ１２４干扰素相关基因的相对表达

Fig．６　RelativeexpressionofinterferonＧrelatedgenesinWTandjun－/－Δ１２４inducedbyNNV
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生型没有显著差异,但在病毒诱导下相对于野生型

也有降低(P＜０．０５),同时在jun－/－Δ１２４突变体中

tbk１的表达在有无病毒诱导下两者也没有显著差

异(图 ６C);irf３ 在不诱 导 的 条 件 下,在jun－/－

Δ１２４突变体中相对野生型没有显著差异,但是在病

毒诱导的突变体内irf３的表达水平有极显著的上

调(P＜０．０００１),同时在突变体jun－/－Δ１２４中病

毒诱导之后的表达量极显著升高(P＜０．０００１)
(图６D).

3　讨　论

宿主的jun 是机体参与病毒感染和免疫调节

的一个重要因子.本研究克隆了青鳉的jun 基因,
并通过基因编辑技术构建了突变体,初步研究发现

其具有明显的抗病毒效果,而且突变体成鱼体内的

病毒相对含量要比对照组显著降低,因此认为青鳉

的jun 是病毒感染过程中的负反馈因子.
转录因子 APＧ１由许多的同源或异源的二聚体

结合形成,包含 bZIP(basicregionleucinezipper,

bZIP)转录因子家族结构域的成员,比如Jun、Fos、

Atf[１６].研究发现,很多致癌性的病毒通过编码病

毒bZIP转录因子来影响宿主细胞的免疫反应,使
得病毒的复制更为有利[１７].在本研究中鉴定的青

鳉jun 基因,其蛋白结构含有经典的Jun超家族结

构域和bZIP结构域,其蛋白序列进化关系和泛表

达模式也符合jun 基因的特性.在突变体青鳉中,
在５９aa处Jun蛋白翻译终止,导致其完全缺失bZＧ
IP蛋白结构域,这可能是突变体具有抗病毒效果的

重要原因.
干扰素相关基因fosl１、tbk１、irf３也都与病毒

的感 染 有 关. 三 磷 酸 腺 苷 依 赖 解 旋 酶 DDX３
(DEADＧboxRNAhelicase)是一种熟知的能够抑制

乙肝病毒的宿主因子,它能够通过 TBK１/IKKε(InＧ
hibitorofkappaBkinaseε)/IRF[１８]和干扰素β启

动子刺激因子增强机体的先天性免疫.人参皂苷能

够通过 Akt(又称 PKB,ProteinkinaseB)/p５３(InＧ
terleukinＧ１２A)通路刺激 DDX３的启动子活性进而

激活 TBK１/IKKε/IRF信号并增强先天性免疫应

答[１９].研究还发现人参皂苷能够通过抑制JNK/

APＧ１通路进而阻滞乙肝病毒的复制[２０].此外,研
究表明JNK 能够磷酸化激活Jun,进而促进 APＧ１

的合成[３].因此,TBK１和cＧJun/APＧ１在功能上可

能存在拮抗关系,当jun 敲除之后,机体内的jun
表现为低水平的状态,所以在jun 突变体中的tbk１
的表达水平也处在一个相对低的水平.fosl１能够

通过 阻 滞 TBK１ 和 TRAF３/TRIF(TIRＧdomainＧ
containingadaptorＧinducinginterferonβ)的互作抑

制Ⅰ型干扰素的表达[２１].本研究通过qRTＧPCR结

果分析发现,fosl１本身能被病毒诱导而表达增高,
但在突变体中,在缺少了jun 的抑制作用后,干扰

素表现为高水平状态.而tbk１在突变体或者 NNV
病毒诱导下表达都显著降低,因此,fosl１也处于较

低水平,但fosl１并不能直接抑制干扰素的表达.
且在突变体内有无病毒的诱导,fosl１和tbk１的表

达都没有显著变化,说明fosl１和tbk１的表达可能

与jun 无直接的联系.此外,irf３是调节I型干扰

素合成的转录因子,能诱导IFNβ的表达,是机体病

毒免疫应答的关键调控因子[２２].在免疫细胞中普

遍表达的赖氨酸乙酰转移酶 Kat８能够乙酰化irf３
进而降低irf３的转录活性,导致ifnＧⅠ的表达降

低.同时,Kat８敲除的小鼠对病毒的耐受力获得增

强[２３].在鲫(CarassiusauratusL．)中,irf３的过表

达会激活Ifn的产生,而过表达突变irf３则因为抑

制了IFN的产生,破坏了polyＧIC激活干扰素刺激

基因的反应[２４].以上多个研究都表明,irf３能够直

接参与干扰素的产生,缺失irf３的突变体中的病毒

耐受能力明显变差.在本研究中,敲除jun 基因

后,受到病毒感染后机体irf３的表达相对于野生型

极显著上调,同时在突变体内irf３的表达量在病毒

诱导的条件下相对于无病毒诱导组也极显著地上

调.这说明jun 的缺失可能直接导致了irf３的上

调,Jun可以通过抑制Irf３/Ifn通路抑制干扰素的

表达.因此,突变体病毒耐受能力的提高可能是通

过Irf３调控的信号通路增强了干扰素表达的结果.
综上所述,本研究推断青鳉jun 基因可能是宿

主在抗病毒感染过程中的负调控因子,可作为抗病

毒育种改良的候选基因.
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Molecularcharacterizationofmedaka(Oryziaslatipes)

junasnegativeregulatorduringantiviralimmuneresponse

WANGZhi１,PANQihua１,２,LUKe１,LUOJunzhi１,XIABilin１,

JIANGZhengzheng１,SHENPing１,LIU Hong１,CHENTiansheng１,２

１．KeyLaboratoryofFreshwaterAnimalBreeding,MinistryofAgricultureandRuralAffairs/

CollegeofFisheries,HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;

２．KeyLaboratoryofHealthyMariculturefortheEastChinaSea,Ministryof
AgricultureandRuralAffairs/CollegeofFisheries,JimeiUniversity,Xiamen３６１０２１,China

Abstract　Jun (JunprotoＧoncogene,APＧ１transcriptionfactorsubunit)isasubunitorsubfamily
memberofthetranscriptionfactorAPＧ１andplayanimportantroleinhostimmuneresponse．Tofurther
understandthefunctionofjungeneinnaturalantiviralimmunityoffish,theJapanesemedaka(Oryzias
latipes)wasselectedastheresearchfishmodel,andthehomozygousmutantwithjundeletionwereobＧ
tainedbyCRISPR/CAS９systemandexposedtonervousnecrosisvirus(NNV)infection．Basedonthe

genecloning,theopenreadingframeofthemedakajunis９２１bpencoding３０６aminoacids,containingN
terminaljunsuperfamilystructuredomainandCterminalbZIPfamilystructuredomain．TheRNAexＧ

pressionwashighlydetectedinallexaminedtissuesincludingtheeyes,brain,gill,heart,kidney,ovary,

testis,liver,andspleen．Themutantjun－/－ wasreducedby１２４bpinthegenome,leavingonly５９amino
acidsNＧterminalsequences,andmissingtheJunsuperfamilydomainandbZIPdomain．AntiviralexperiＧ
mentswerethencarriedoutonlarvalandadultfishofthemutantstrainbyadministratingNNV．ThereＧ
sultsshowedthatthediseaseresistanceoflarvalmutantswasenhanced,andtherelativecontentofvirus
inadulttissuesincludingtheeye,brain,gillandmuscleweresignificantlylowerthaninthewildtype．
TheexpressionofjunandinterferonＧrelatedgenesfosl１,tbk１andirf３thatwasinducedbyNNVvirus
weredetectedbyqRTＧPCR．Itwasfoundthattheexpressionofjuninthemutantwasblockedcompared
tothewildtype,theexpressionoffosl１andtbk１wasdifferentiallyreduced,whiletheexpressionofirf３
wassignificantlyupＧregulated,indicatingthattheinhibitionofjunexpressionmaypromotetherelease
ofirf３．Theseresultssuggestthatthejun mutanthastheabilityofvirustolerance,andjun maybea
negativeregulatoroftheantiviralsignalingpathway．

Keywords　innateimmune;jun;geneediting;medaka(Oryziaslatipes);antiＧvirus;negativeregＧ
ulator
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